© REPUBLIQUE FRANCAISE 



INSTITUT NATIONAL 
DE LA PROPRIETE INDUSTRIELLE 



PARIS 



© DEMANDE DE BREVET D'INVENTION A1 



(22) Date de depot : 19.07.96. 
(go) Priorite : 


(7l) Demandeur(s) : RHONE MERIEUX SOCIETE 
w ANONYME — FR. 


\43) Date de la mise a disposition du public de la 
demande : 23.01.98 Bulletin 98/04. 


62) Inventeur(s) : AUDONNET JEAN CHRISTOPHE 
w FRANCIS, BOUCHARDON ANNABELLE, BAUDU 
PHILIPPE et RIVIERE MICHEL EMILE ALBERT. 


(56) Liste des documents cites dans le rapport de 
recherche preliminaire : Se reporter a fa fin du 
present fascicule. 




(go) References a d'autres documents nation a ux 
apparentes : 


@Trtulaire(s) : . 

(74) Mandataire : CABINET LAVOIX. 



@ FORMULE DE VACCIN POLYNUCLEOTIDIQUE FELIN. 



(57) La formule de vaccin pour chat comprenant au moins 
trols valences de vaccin polynucleotidique comprenant 
chacune un plasmide integrant, de maniere a Texprimer in 
vivo dans les cellules hotes, un gene d'une valence de pa- 
thogene de chat, ces valences etant choisies parmi le 
groupe consistant en virus de la leucemie feline, virus de la 
panleucopenie, virus de la peritonite infectieuse, virus du 
coryza. virus de la calicivirose, virus de 1'immunodeficience 
feline et eventuellement virus de la rage, les plasmides 
comprenant, pour chaque valence, un ou plusieurs des ge- 
nes choisis parmi le groupe consistant en env et gag pour 
la leucemie feline, VP2 pour la panleucopenie, S modifie, 
M, N pour la peritonite infectieuse, gB et gD pour le coryza, 
capside pour la calicivirose, env et gag/pro pour 1'immuno- 
deficience feline et G pour la rage. 



Hndtll 



I II 1 1 1 ! Illl 1 1 1 III II E III ! II 



^j) N° de publication : £ 751 223 



(& n'utillser que pour les 
commandes de reproduction) 



2)N° d'enregistrement national : gg 09337 

(ST) Int CI 6 : A 61 K 48/00, A 61 K 39/23, 39/205 // C 12 N 15/85 




2751223 

1 

FORMULE DE VACCIN POLYNUCLEOTIDIQUE FELIN 



La presente invention a trait a une formule de vaccin 
permettant la vaccination des chats contre un certain nombre de 
5 pathologies. Elle a egalement trait a une methode de 
vaccination correspondante . 

On a deja propose par le passe des associations de vaccins 
contre certains virus canins . 

lies associations developpees jusqu'a present etaient 
10 realisees a partir de vaccins inactives ou de vaccins vivants 
et eventuellement de melanges de tels vaccins. Leur mise en 
oeuvre pose des problemes de compatibility entre valences et de 
stabilite. II faut en effet assurer la fois la compatibility 
entre les differentes valences de vaccin, que ce soit au plan 
15 des differents antig^nes utilises ou au plan des formulations 
elles-memes, notamment dans le cas ou l'on combine a la fois 
des vaccins inactives et des vaccins vivants. II se pose 
egalement le probl&me de la conservation de tels vaccins 
combines et de leur innocuite notamment en presence d' adjuvant. 
2 0 Ces vaccins sont en general assez coiiteux. 

Les demandes de brevet WO-A-90 11092, WO-A-93 19183, WO-A- 
94 21797 et WO-A-95 20660 ont fait usage de la technique 
recemment developpee des vaccins polynucleotidiques . On sait 
que ces vaccins utilisent un plasmide apte a exprimer dans les 

2 5 cellules de I'hote 1'antigene insere dans le plasmide. Toutes 

les voies d' administration ont 6t6 proposees { intraperitoneal, 
intraveineuse , intramusculaire , 'transcutanee , intradermique , 
mucosale, etc.). Differents moyens de vaccination peuvent 
egalement etre utilises, tels que ADN depose a la surface de 

3 0 particules d'or et projete de fagon a penetrer dans la peau de 

l'animal (Tang et al, . Nature 356, 152-154, 1992) et les 
injecteurs par jet liquide peirmettant de transfecter a la fois 
dans la peau, le muscle, les tissus graisseux et les tissus 
mammaires (Furth et al., Analytical Biochemistry, 205, 365-368, 
35 1992) . 

Les vaccins polynucleotidiques peuvent utiliser aussi bien 
des ADN nus que des ADN formules par exemple au sein de 
liposomes ou de lipides cationiques . 

L' invention se propose done de fournir une formule de 



2751223 

2 

vaccin multivalent permettant d' assurer une vaccination contre 
un certain nombre de virus pathogenes canins . 

Un autre objectif de 1' invention est de fournir une telle 
formule de vaccin associant differentes valences tout en 
; 5 presentant tous les criteres requis de compatibility et de 

stabilite des valences entre elles. 
- Un autre objectif de 1 ' invention est de fournir une telle 

formule de vaccin permettant d'associer differentes valences 
dans un meme vehicule. 
10 Un autre objectif de 1' invention est de fournir un tel 

vaccin qui soit de mise en oeuvre aisee et peu couteuse. 

Un autre objectif, encore de 1' invention est de fournir 
une methode de vaccination des chats qui permette d'obtenir une 
protection, y compris une protection multivalente, avec un 
15 niveau eleve d'efficacite et de longue duree, et avec une bonne 
innocuite. 

La presente invention a done pour objet une formule de 
vaccin destine au chat comprenant au moins trois valences de 
vaccin polynucleotidique comprenant chacune un plasmide 

20 integrant, de maniere a 1 ' exprimer in vivo dans les cellules 
hotes, un gene d'une valence de pathogene felin, ces valences 
etant choisies parmi le groupe consistant en virus de la 
leucemie feline (FeLV) , virus de la panleucopenie (FPV) , virus 
de la peritonite infectieuse (FIPV) , virus du coryza (FHV) , 

25 virus de la calicivirose (FCV) , virus de 1 ' immunodef icience 
feline (FIV) et eventuellement virus de la rage (rhabdovirus) , 
les plasmides comprenant, pour chaque valence, un ou plusieurs 
des genes choisis parmi le groupe consistant en env et gag/pol 
pour la leucemie feline, VP 2 pour la panleucopenie, S modifie 

3 0 (ou S*) et M pour la peritonite infectieuse, gB et gD pour le 
coryza, capside pour la calicivirose, env et gag/pro pour 
1 ' immunodef icience feline et G pour la rage. 

Par valence, dans la presente invention, on entend au 
moins un ant i gene assurant une protection contre le virus du 

3 5 pathogene considere, la valence pouvant contenir, a titre de 
sous-valence, un ou plusieurs genes naturels ou modifies d'une 
ou plusieurs souches du pathogene considere. 

Par gene d' agent pathogene, on entend non seulement le 
gene complet, mais aussi les sequences nucleotidiques 
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differentes, y compris fragments, conservant la capacite a 
induire une reponse protectrice. La notion de gene recouvre les 
sequences nucleotidiques equivalentes a celles decrites 
precisement dans les exemples, c'est-a-dire les sequences 
differentes mais codant pour la meme proteine. Elle recouvre 
aussi les sequences nucleotidiques d'autres souches du 
pathogene considere, assurant une protection croisee ou une 
protection specif ique de souche ou de groupe de souche. Elle • 
recouvre encore les sequences nucleotidiques qui ont ete 
modifiees pour faciliter 1' expression in vivo par 1' animal h6te 
mais codant pour la m&ne proteine. 

De preference, la formule de vaccin selon 1' invention 

comprend les valences panleucopenie, coryza et calicivirose . 

On pourra a j outer les valences leucemie feline, 

immunodeficience feline et/ou peritonite infectieuse. 

En ce qui concerne la valence coryza, on prefere mettre en 

oeuvre les deux genes codant pour gB et gD, dans des plasmides 

differents ou dans un seul et meme plasmide, ou utiliser l'un 

ou 1' autre de ces genes. 

Pour la valence leucemie feline, on utilise de preference 

les deux genes env et gag/pol integres dans deux plasmides 

differents ou dans un seul et meme plasmide ou le gene env 

seul . 

Pour la valence immunodeficience feline, on preferera 
utiliser les deux genes env et gag/pro dans des plasmides 
differents ou dans un seul et meme plasmide, ou un seul de ces 
genes. De preference encore, on utilise le gene env de FeLV-A 
ou les genes env de FeLV-A et FeLV-B. 

Pour la valence peritonite infectieuse, on prefere 
utiliser 1' ensemble des deux genes M et S modifie dans deux 
plasmides differents ou dans un seul et meme plasmide, ou l'un 
ou 1' autre de ces genes. S sera modifie pour rendre inactifs 
les epitopes facilitants majeurs, de preference selon 
1 ' enseignement de la demande PCT/FR95/0112 8. 

La formule de vaccin selon 1' invention pourra se presenter 
sous un volume de dose compris entre 0,1 et 3 ml et en 
particulier entre 0,5 et 1 ml. 

La dose sera generalement comprise entre 10 ng et 1 mg, de 
preference entre 100 ng et 500 ug et plus pref erentiellement 
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encore entre 1 Jig et 250 (ig par type de plasmide. 

On utilisera de preference des plasmides nus, simplement 
places dans le vehicule de vaccination qui sera en general de 
l'eau physiologique (NaCl 0,9 %) , de 1'eau ultrapure, du tampon 
5 TE, etc. On peut bien entendu utiliser toutes les formes de 
vaccin polynucleotidique decrites dans 1'art anterieur. 

Chaque plasmide comprend un promoteur apte a assurer 
1' expression du gene insere sous sa dependance dans les 
cellules hotes . II s'agira en general d'un promoteur eucaryote 
10 fort et en particulier d'un promoteur precoce du 
cytomegalovirus CMV-IE, d'origine humaine ou murine, ou encore 
eventuellement d'une autre origine telle que rat, cochon, 
cobaye . 

De maniere plus generale, le promoteur pourra etre soit 
15 d'origine virale, soit d'origine cellulaire . Coirane promoteur 
viral, on peut citer le promoteur precoce ou tardif du virus 
SV40 ou le promoteur I/FR du virus du Sarcome de Rous. II peut 
aussi s'agir d'un promoteur du virus dont provient le gene, par 
exemple le promoteur propre au gene. 
20 Comme promoteur cellulaire, on peut citer le promoteur 

d'un gene du cytosquelette, tel que par exemple le promoteur de 
la desmine (Bolmont et al . , Journal of Submicroscopic Cytology 
and Pathology, 1990, 22, 117-122 ; et. ZHENLIN et al . , Gene, 
1989, 78, 243-254), ou encore le promoteur de l'actine. 

2 5 Lorsgue plusieurs genes sont presents dans le meme 

plasmide, ceuxi-ci peuvent etre presentes dans la meme unite de 
transcription ou dans deux unites differentes. 

La combinaison des differentes valences du vaccin selon 
1' invention peut etre effectuee, de preference, par melange de 

3 0 plasmides polynucleotidiques exprimant le ou les antigene(s) de 

chaque valence , mais on peut egalement prevoir de faire 
exprimer des antigenes de plusieurs valences par un meme 
plasmide . 

L' invention a encore pour objet des formules" de vaccin 
3 5 monovalent comprenant un ou plusieurs plasmides codant pour un 
ou plusieurs genes de l'un des virus ci-dessus, les genes etant 
ceux decrits plus haut. En dehors de leur caractere monovalent, 
ces formules peuvent reprendre les caracteristiques enoncees 
plus haut en ce qui concerne le choix des g£nes, leurs 
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combinaisons. la composition des plasmides, les volumes de 
dose, les doses, etc. 

Les formules de vaccin monovalent peuvent aussi Stre 
utilisees (i) pour la preparation d'une formule de vaccin 
polyvalent tel que decrit plus haut, <ii) a titre individuel 
contre la pathologie propre, (iii) associees a un vaccin d'un 
autre type (entier vivant ou inactive, recombinant, sous -unite) 
contre une autre pathologie ou (iv) comme rappel d'un vaccin 
comme decrit ci-apres. 

La presence invention a en effet encore pour objet 
1' utilisation d'un ou de plusieurs plasmides selon 1 ' invention 
pour la fabrication d'un vaccin destine a vacciner les chats 
primo-vaccines au moyen d'un premier vaccin classique 
(monovalent ou multi-valent ) du type de ceux de l'art 
anterieur, choisi notamment dans le groupe consistant en vaccin 
entier vivant, vaccin entier inactive, vaccin de sous-unite, 
vaccin recombinant, ce premier vaccin presentant (c ' est-a-dire 
contenant ou pouvant exprimer) le ou les antigene(s) code(s) 
par le ou les plasmides ou antigene(s) assurant une protection 
croisee . 

De maniere remarquable, le vaccin polynucleotidigue a un 
effet de rappel puissant se traduisant par une amplification de 
la reponse immunitaire et 1 ' instauration d'une immunite de 
longue duree. 

De maniere generale, les vaccins de primo -vaccination 
pourront etre choisis parmi les vaccins commerciaux disponibles 
aupres des differents producteurs de vaccins veterinaires . 

L' invention a aussi pour objet un kit de vaccination 
regroupant un vaccin de primo-vaccination tel. que decrit ci- 
dessus et une formule de vaccin selon 1' invention pour le 
rappel. Elle a aussi trait a une formule de vaccin selon 
1' invention accompagnee d'une notice indiquant l'usage de cette 
formule comme rappel d'une primo-vaccination telle que decrite 
ci-avant. 

La presente invention a egalement pour objet une methode 
de vaccination des chats, comprenant 1 ' administration d'une 
formule de vaccin efficace telle que decrit plus haut. Cette 
methode de vaccination comprend 1 ' administration d'une ou de 
plusieurs doses de formule de vaccin, ces doses pouvant etre 
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adminis trees success ivement dans un court laps de temps et/ou 
successivement a des moments eloignes 1 ' un de 1' autre. 

Les formules de vaccin selon 1' invention pourront etre 
adminis trees , dans le cadre de cette methode de vaccination, 
5 par les differentes voies d' administration proposees dans l'art 
ant£rieur pour la vaccination polynucleotidique et au moyen des 
techniques d' administration connues . 

L' invention a encore pour objet la methode de vaccination 
consistant a faire une primo-vaccination telle que decrite ci- 
10 dessus et un rappel avec une formule de vaccin selon 
1 ' invention. 

Dans une forme de mise en oeuvre preferee du procede selon 
1' invention, on administre dans un premier temps, a 1' animal, 
une dose efficace du vaccin de type classique, notamment 
15 inactive, vivant, attenue ou recombinant, ou encore un vaccin 
de sous-unite de fagon a assurer une primo-vaccination, et, 
apres un delai de preference de 2 & 6 semaines, on assure 
1 ' administration du vaccin polyvalent ou monovalent selon 
1 ' invention. 

20 L' ef f icacite de la presentation des antigenes au systeme 

immunitaire varie en fonction des tissus. En particulier, les 
muqueuses de 1 ' arbre respiratoire servent de barriere a 
1 ' entree des pathogenes et sont associees a des tissus 
lymphoides qui supportent une immunite locale. L ' administration 

2 5 d'un vaccin par contact avec les muqueuses, en particulier 

muqueuses buccale, pharyngee et region bronchique presente un 
inter§t certain pour la vaccination contre les pathologies 
respiratoires et digestives. 

En consequence, les voies d' administration mucosales font 

3 0 partie d'un mode d' administration prefere pour 1' invention, 

utilisant notamment la nebulisation ou spray ou 1 ' eau de 
boisson. Les formules de vaccin et methodes de vaccination 
selon 1' invention pourront etre appliquees dans ce cadre. 

L ' invention va etre maintenant decrite plus en details a 
3 5 1'aide de modes de realisation de 1' invention pris en reference 
aux dessins annexes. 
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EXEMPLES 

Exemple 1 : Culture des virus 

Les virus sont cultives sur le systeme cellulaire approprie jusqu'a obtention d'un 
5 effet cytopathique. Les systemes cellulaires a utiliser pour chaque virus sont 
bien connus de I'homme du metier. Brievement, des cellules sensibles au virus 
utilise, cultivees en milieu minimum essentiel de Eagle (milieu "MEM) ou un 
autre milieu approprie. sont inoculees avec la souche virale etudiee en utilisant 
une multiplicite d'infection de 1 . Les cellules infectees sont alors incubees a 
10 37 °C pendant le temps necessaire a I'apparition d'un effet cytopathique 
complet (en moyenne 36 heures). 

Exemple 2 : Extraction des ADNs genomiques viraux: 

Apres culture, le surnageant et les cellules lysees sont recoltees et la totalite de 
15 la suspension virale est centrifugee a 1000 g pendant 10 minutes a + 4°C 
pour eliminer les debris cellulaires. Les particules virales sont alors recoltees par 
ultracentrifugation a 400000 g pendant 1 heure a + 4°C. Le culot est repris 
dans un volume minimum de tampon (Tris 10 mM, EDTA 1 mM). Cette 
suspension virale poncentree est traitee par la proteinase K (100 //g/ml final) en 
20 presence de sodium dodecyl sulfate (SDS) (0,5% final) pendant 2 heures a 
37 °C. L'ADN viral est ensuite extrait avec un melange de phenol/chloroforme, 
puis precipite avec 2 volumes d'ethanol absolu. Apres une nuit a - 20°C, I'ADN 
est centrifuge a 10000 g pendant 15 minutes a + 4°C. Le culot d'ADN est 
seche, puis repris dans un volume minimum d'eau ultrapure sterile. II peut alors 
25 etre digere par des enzymes de restriction. 

Exemple 3 : Isolement des ARNs genomiques viraux 

Les virus a ARN ont ete purifies selon les techniques bien connues de I'homme 
du metier. L'ARN viral genomique de chaque virus a ete ensuite isole en 
30 utilisant la technique d'extraction "thiocyanate de guanidium/phenol- 
chloroforme" decrite par P. Chomczynski et N. Sacchi (Anal. Biochem. 1987. 
162. 156-159). 
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Exemple 4 : Techniques de biologie moleculaire 

Toutes les constructions de plasmides ont ete realisees en utilisant les 
techniques standards de biologie moleculaire decrites par J. Sambrook et aL 
(Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2 nd Edition. Cold Spring Harbor 
5 Laboratory. Cold Spring Harbor. New York. 1989). Tous les fragments de 
restriction utilises pour la presente invention ont ete isoles en utilisant le kit 
"Geneclean" (BIO101 Inc. La Jolla, CA). 

Exemple 5 : Technique de RT-PCR 

1 0 Des oligonucleotides specifiques (comportant a leurs extremites 5' des sites de 
restriction pour faciliter le clonage des fragments amplifies) ont ete synthetises 
de telle facon qu'ils couvrent entierement les regions codantes des genes 
devant etre amplifies (voir exemples specifiques). La reaction de transcription 
inverse (RT) et ('amplification en chaine par polymerase (PCR) ont ete 

1 5 effectuees selon les techniques standards (Sambrook J. et aL 1 989). Chaque 
reaction de RT-PCR a ete faite avec un couple d'amplimers specifiques et en 
prenant comme matrice TARN genomique viral extrait. L'ADN complementaire 
amplifie a ete extrait au phenol/chloroforme/alcoolisoamylique (25:24:1) avant 
d'etre digere par les enzymes de restriction. 

20 

Exemple 6 : plasmide pVR1012 

Le plasmide pVR1012 (Figure N° 1) a ete obtenu aupres de Vical Inc. San 
Diego, CA, USA. Sa construction a ete decrite dans J. Hartikka et aL (Human 
Gene Therapy. 1996. 7. 1205-1217). 

25 

Exemple 7 : Construction du plasmide pPB179 (gene env virus FeLV-A) 
Une reaction de RT-PCR selon la technique de I'exemple 5 a ete realisee avec 
I'ARN genomique du virus de la leucemie feline (FeLV-A) (Souche Glasgow-1 ) 
(M. Stewart et aL J. Virol. 1986. 58. 825-834), prepare selon la technique de 
30 I'exemple 3, et avec les oligonucleotides suivants: 
PB247 (29 mer) (SEQ ID N° 1) 
5'TTTGTCGACCATGGAAAGTCCAACGCACC 3' 
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PB249 (28 mer) {SEQ ID N° 2) 
5'TTTGGATCCTCATGGTCGGTCCGGATCG 3' 

pour amplifier un fragment de 1947 pb contenant le gene codant pour la 
glycoproteine Env du virus FeLV-A (souche Glasgow-1) sous la forme d'un 
5 fragment Sa!!-BamHI. Apres purification, le produit de RT-PCR a ete digere par 
Sail et BamYW pour donner un fragment Sall-BamHI de 1935 pb. 
Ce fragment a ete ligature avec le vecteur pVR1 01 2 (exemple 6), prealablement 
digere avec Sail et BamHl, pour donner le plasmide pPB179 (6804 pb) (Figure 
N° 2). 

10 

Exemple 8 : Construction du plasmide pPB180 (gene env virus FeLV-B) 

Une reaction de RT-PCR selon la technique de I'exemple 5 a <§te realisee avec 
TARN genomique du virus de la leucemie feline (sous-type FeLV-B), prepare 
selon la technique de I'exemple 3, et avec les oligonucleotides suivants: 
15 PB281 (29 mer) (SEQ ID N° 3) 

5'TTTGTCGACATGGAAGGTCCAACGCACCC 3' 

PB282 (32 mer) (SEQ ID N° 4) 

5'TTGGATCCTCATGGTCGGTCCGGATCATATTG 3' 

pour amplifier un fragment de 2005 pb contenant le gene codant pour la 
20 glycoproteine Env du virus FeLV-B (Figure N° 3 et SEQ ID N° 5) sous la forme 
d'un fragment Sall-BamHL Apres purification, le produit de RT-PCR a <§te digere 
par Sa/l et BamYW pour donner un fragment Sall-BamHI de 1 995 pb. 
Ce fragment a ete ligature avec le vecteur pVR1012 (exemple 6), prealablement 
digere avec Sa/l et BamH\, pour donner le plasmide pPB180 (6863 pb) (Figure 
25 N° 4). 

Exemple 9 : Construction du plasmide pPB181 (gene FeLV gag/pol) 

Une reaction de RT-PCR selon la technique de I'exemple 5 a ete realisee avec 
I'ARN genomique du virus de la leucemie feline (sous-type FeLV-A) (Souche 
30 Glasgow-1), prepare selon la technique de I'exemple 3, et avec les 
oligonucleotides suivants: 
PB283 (33 mer) (SEQ ID N° 6) 
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5'TTGTCGACATGTCTGGAGCCTCTAGTGGGACAG 3' 
PB284 (42 mer) (SEQ ID N° 7) 

5'TTGGATCCTTATTTAATTACTGCAGTTCCAAGGAACTCTC 3' 
pour amplifier un fragment de 3049 pb contenant la sequence codant pour la 
5 proteine Gag et la partie 5' de la sequence codant pour la proteine Pol du virus 
FeLV-A (souche Glasgow-1) (Figure N° 5 et SEQ ID N° 8) sous la forme d'un 
fragment Sall-BamHI. Apres purification, le produit de RT-PCR a ete digere par 
Sa/\ et BamH\ pour donner un fragment Sall-BamHI de 3039 pb. 
Ce fragment a ete ligature avec le vecteur pVRl 01 2 (exemple 6), prealablement 
10 digere avec Sal\ et BamH\, pour donner le plasmide pPB181 (7908 pb) (Figure 
N° 6). 

Exemple 10 : Construction du plasmide pAB009 (gene FPV VP2) 
Une reaction de PCR a ete realisee avec I'ADN genomique du virus de la 
15 panleucopenie feline (Souche 193) (J. Martyn et a/. J. Gen. Virol. 1990. 71. 
2747-2753), prepare selon la technique de I'exemple 2, et avec les 
oligonucleotides suivants: 
AB021 (34 mer) (SEQ ID N° 9) 

5'TGCTCTAGAGCAATGAGTGATGGAGCAGTTCAAC 3' 
20 AB024 (33 mer) (SEQ ID N° 10) 

5 ' C G C G G ATC C ATT A AT AT A ATTTTCT AG G TG CT A 3' 

pour amplifier un fragment de 1776 pb contenant le gene codant pour la 
proteine de capside VP2 du FPV. Apres purification, le produit de PCR a ete 
digere par Xbal et BamH\ pour donner un fragment Xbal-BamHI de 1764 pb. 
25 Ce fragment a ete ligature avec le vecteur pVR1 01 2 (exemple 6), prealablement 
digere avec Xba\ et BamH\, pour donner le plasmide pAB009 (6664 pb) (Figure 
N° 7). 

Exemple 11 : Construction du plasmide pAB053 (gene FIPV S*) 
30 Une reaction de RT-PCR selon la technique de I'exemple 5 a ete realisee avec 
TARN genomique du virus de la peritonite infectieuse feline (PIF) (Souche 79- 
1146) (R. de Grootef al. J. Gen. Virol. 1987. 68. 2639-2646), prepare selon 
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la technique de I'exemple 3, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB103 {38 mer) (SEQ ID N° 11) 

5'ATAAGAATGCGGCCGCATGATTGTGCTCGTAACTTGCC 3' 

AB112 (25 mer) (SEQ ID N° 12) 
5 5'CGTACATGTGGAATTCCACTGGTTG 3' 

pour amplifier la sequence de la partie 5' du gene codant pour la glycoproteine 
S du virus sous la forme d'un fragment Notl-EcoRI. Apres purification, le produit 
de RT-PCR de 492 pb a ete digere par Not\ et EcoRI pour liberer un fragment 
Notl-EcoRI de 467 pb (fragment A). 
1 0 Le plasmide pJCA089 (Demande de brevet PCT/FR95/01 1 28) a ete digere par 
EcoRI et Spe\ pour liberer un fragment de 3378 pb contenant la partie centrale 
du gene codant pour la glycoproteine S modifiee du virus de la PIF (fragment 
B). 

Une reaction de RT-PCR selon la technique de I'exemple 5 a ete realisee avec 
15 I'ARN genomique du virus de la PIF (Souche 79-1146), prepare selon la 
technique de I'exemple 3, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB113 (25 mer) (SEQ ID N° 13) 
5'AGAGTTGCAACTAGTTCTGATTTTG 3' 

AB104 (37 mer) (SEQ ID N° 14) 

20 5'ATAAGAATGCGGCCGCTTAGTGGACATGCACTTTTTC 3' 

pour amplifier la sequence de la partie 3' du gene codant pour la glycoproteine 
S du virus de la PIF sous la forme d'un fragment Spel-Notl. Apres purification, 
le produit de RT-PCR de 543 pb a ete digere par Spe\ et Not\ pour liberer un 
fragment Spel-Notl de 51 9 pb (fragment C). 

25 Les fragments A, B et C ont ensuite ete ligatures ensemble dans le vecteur 
P VR1 01 2 (exemple 6), prealablement digere par Not\, pour donner le plasmide 
pAB053 (9282 pb), qui contient le gene S modifie dans la bonne orientation par 
rapport au promoteur (Figure N° 8). 

30 Exemple 12 : Construction du plasmide pAB052 (gene FIPV M) 

Une reaction de RT-PCR selon la technique de I'exemple 5 a ete realisee avec 
I'ARN genomique du virus de la peritonite infectieuse feline (PIF) (Souche 79- 
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1146) (H. Vennema et al. Virology. 1991. 181. 327-335), prepare selon la 
technique de I'exemple 3, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB101 {37 mer) (SEQ ID N° 15) 

5'ACGCGTCGACCCACCATGAAGTACATTTTGCTAATAC 3' 

5 AB102 (36 mer) {SEQ ID N° 16) 

5'CGCGGATCCTTACACCATATGTAATAATTTTTCATG 3' 
en vue d'isoler precisement le gene codant pour la glycoproteine M du virus de 
la PIF sous la forme d'un fragment Sall-BamHI. Apres purification, le produit de 
RT-PCR de 81 2 pb a ete digere par Sail et BamHI pour liberer un fragment Sall- 
1 0 BamHI de 799 pb. Ce fragment a ensuite ete ligature dans le vecteur pVR1 01 2 
{exemple 6), prealablement digere par Sal\ et BamHI, pour donner le plasmide 
pAB052 (5668 pb) (Figure N° 9). 

Exemple 13 : Construction du plasmide pAB056 (gene FIPV N) 
1 5 Une reaction de RT-PCR selon la technique de I'exemple 5 a ete realisee avec 
TARN genomique du virus de la peritonite infectieuse feline (PIF) (Souche 79- 
1146) (H. Vennema et al. Virology. 1991. 181. 327-335), prepare selon la 
technique de I'exemple 3, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB106 (35 mer) (SEQ ID N° 17) 
20 5'ACGCGTCGACGCCATGGCCACACAGGGACAACGCG 3' 

AB107 (36 mer) {SEQ ID N° 18) 

5' CG CG G ATCCTTAGTTCGTA ACCTCATCA ATC ATCTC 3' 
en vue d'isoler precisement le gene codant pour la proteine N du virus de la PIF 
sous la forme d'un fragment Sall-BamHI. Apres purification, le produit de RT- 
25 PCR de 1 1 56 pb a ete digere par Sail et BamHI pour liberer un fragment Sall- 
BamHI de 1143 pb. Ce fragment a ensuite ete ligature dans le vecteur 
pVR101 2 (exemple 6), prealablement digere par Sa/\ et BamYW, pour donner le 
plasmide pAB056 (601 1 pb) (Figure N° 10). 

30 Exemple 14 : Construction du plasmide pAB028 {gene FHV gB) 

Une reaction de PCR a ete realisee avec I'ADN genomique de I' herpesvirus felin 
(FHV-1) (Souche C27) (S. Spatz et al. Virology. 1993. 197. 125-36), prepare 




15 

selon la technique de I'exemple 2, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB061 (36 mer) (SEQ ID N° 19) 

5'AAAACTGCAGAATCATGTCCACTCGTGGCGATCTTG 3' 

AB064 (40 mer) (SEQ ID N° 20) 
5 5'ATAAGAATGCGGCCGCTTAGACAAGATTTGTTTCAGTATC 3' 

pour amplifier un fragment de 2856 pb contenant le gene codant pour la 
glycoproteine gB du virus FHV-1 sous la forme d'un fragment Pstl-Notl. Apres 
purification, le produit de PCR a ete digere par Pst\ et Not\ pour donner un 
fragment Pstl-Notl de 2823 pb. 
10 Ce fragment a ete ligature avec le vecteur P VR1 012 (exemple 6). prealablement 
digere avec Pst\ et Not\, pour donner le plasmide pAB028 (7720 pb) (Figure N° 
11). 

Exemple 15 : Construction du plasmide pAB029 (gene FHV gD) 
1 5 Une reaction de PCR a ete realisee avec I'ADN genomique de ('herpesvirus felin 
(FHV-1 ) (Souche C-27) (S. Spatz et el. J. Gen. Virol. 1 994. 75. 1 235-1 244), 
prepare selon la technique de I'exemple 2, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB065 (36 mer) (SEQ ID N° 21) 

5'AAAACTGCAGCCAATGATGACACGTCTACA I ITTTG 3' 

20 AB066 (33 mer) (SEQ ID N° 22) 

5' GG A AG ATCTTT AAG G ATG GTG AGTTGT ATGTAT 3' 

pour amplifier le gene codant pour la glycoproteine gD du virus FHV-1 sous la 
forme d'un fragment Pstl-Bglll. Apres purification, le produit PCR de 1 147 pb 
a ete digere par Pst\ et BgfW pour isoler un fragment Pstl-Bglll de 1 1 29 pb. Ce 
25 fragment a ete ligature avec le vecteur P VR1012 (exemple 6), prealablement 
digere avec Pst\ et Bg/H. pour donner le plasmide P AB029 (5982 pb) (Figure N° 
12). 

Exemple 16 : Construction du plasmide pAB010 (gene FCV C) 
30 Une reaction de RT-PCR selon la technique de I'exemple 5 a ete realisee avec 
I'ARN genomique du calicivirus felin (FCV) (Souche F9) (M. Carter et at. 
Virology. 1992. 190. 443-448), prepare selon la technique de I'exemple 3, et 
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avec les oligonucleotides suivants: 
AB025 (33 mer) (SEQ ID N° 23) 

5'ACGCGTCGACGCATGTGCTCAACCTGCGCTAAC 3' 

AB026 (31 mer) (SEQ ID N° 24) 
5 5'CGCGGATCCTCATAACTTAGTCATGGGACTC 3' 

pour isoler le gene codant pour la proteine de capside du virus FCV sous la 
forme d'un fragment Sall-BamHI. Apres purification, le produit de RT-PCR de 
2042 pb a ete digere par Sa/I et BamH\ pour isoler un fragment Sall-BamHI de 
2029 pb. Ce fragment a ete ligature avec le vecteur pVR1012 (exemple 6), 
10 prealablement digere avec Sa/I et BamH\. pour donner le plasmide pAB010 
(6892 pb) (Figure N° 13). 

Exemple 17 : Construction du plasmide pAB030 (gene FIV env) 
Une reaction de RT-PCR selon la technique de I'exemple 5 a ete realisee avec 
1 5 I'ARN genomiquedu virus de I'immunodeficience feline (FIV) (Souche Petaluma) 
(R. Olmsted eta/. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1989. 86. 8088-8096.), prepare 
selon la technique de I'exemple 3, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB067 (36 mer) (SEQ ID N° 25) 
• 5'AAAACTGCAGAAGGAATGGCAGAAGGATTTGCAGCC 3' 

20 AB070 (36 mer) (SEQ ID N° 26) 

5'CGCGGATCCTCATTCCTCCTCTTTTTCAGACATGCC 3' 
pour amplifier un fragment de 2592 pb contenant le gene codant pour la 
glycoproteine Env du virus FIV (souche Petaluma) sous la forme d'un fragment 
Pstl-BamHI. Apres purification, le produit de RT-PCR a ete digere par Pst\ et 

25 BamH\ pour donner un fragment Pstl-BamHI de 2575 pb. 

Ce fragment a ete ligature avec le vecteur pVR1 01 2 (exemple 6), prealablement 
digere avec Pst\ et BamH\, pour donner le plasmide pAB030 (7436 pb) (Figure 
N° 14). 

30 Exemple 18 : Construction du plasmide pAB083 (gene FIV gag/pro) 

Une reaction de RT-PCR selon la technique de I'exemple 5 a ete realisee avec 
I'ARN genomiquedu virus de I'immunodeficience feline (FIV) (Souche Petaluma) 
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(R. Olmsted era/. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1989. 86. 8088-8096.), prepare 
selon la technique de I'exemple 3, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB154 (32 mer) (SEQ ID N° 27) 

5'ACGCGTCGACATGGGGAATGGACAGGGGCGAG 3' 

5 AB155 {33 mer) (SEQ ID N° 28) 

5'TGAAGATCTTCACTCATCCCCTTCAGGAAGAGC 3' 

pour amplifier un fragment de 4635 pb contenant le gene codant pour les 
proteines Gag et Pro du virus FIV (souche Petaluma) sous la forme d'un 
fragment Sal.-Bgl... Apres purification, le produit de RT-PCR a ete digere par Sat 
1 0 et Bgl\\ pour donner un fragment Sall-Bglll de 4622 pb. 

Ce fragment a ete ligature avec le vecteur pVR1 01 2 (exemp.e 6), prealablement 
digere avec Sa/I et BglU. pour donner le p.asmide P AB083 (7436 pb) (Figure N° 
15). 

1 5 Exemple 19 : Construction du plasmlde pAB041 (gene G du virus de la rage) 
Une reaction RT-PCR selon la technique de I'exemple 5 a ete rea.isee avec 
I'ARN genomique du virus de la rage (Souche ERA) (A. Anilionis et al. Nature. 
1981. 294. 275-278), prepare selon la technique de I'exemple 3, et avec les 
oligonucleotides suivants: 

20 AB01 1 (33 mer) (SEQ ID N° 29) 

5'AAAACTGCAGAGATGGTTCCTCAGGCTCTCCTG 3' 

AB012 (34 mer) (SEQ ID N° 30) 

5'CGCGGATCCTCACAGTCTGGTCTCACCCCCACTC 3' 

pour amplifier un fragment de 1589 pb contenant le gene codant pour la 
25 glycoproteins G du virus de la rage. Apres purification, le produit de RT-PCR a 
ete digere par Pst\ et BamH\ pour donner un fragment Pstl-BamHI de 1 578 pb. 
Ce fragment a ete ligature avec le vecteur pVR1 01 2 (exemp.e 6), prealablement 
digere avec Pstl et BamHl pour donner le p.asmide P AB041 (6437 pb) (Figure 



N° 16). 



30 



Exemple 20 : Production et purification des plasmides 

Pour la preparation des plasmides destines a la vaccination des animaux, on 
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peut utiliser toute technique permettant d'obtenir une suspension de plasmides 
purifies majoritairement sous forme superenroulee. Ces techniques sont bien 
connues de 1'homme de I'art. On peut citer en particulier la technique de lyse 
alcaline suivie de deux ultracentrifugations successives sur gradient de chlorure 
5 de cesium en presence de bromure d'ethidium telle que decrite dans J. 
Sambrook et at. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2 nd Edition. Cold 
Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor. New York. 1989). On peut se 
referer egalement aux demandes de brevet PCT WO 95/21250 et PCT WO 
96/02658 qui decrivent des methodes pour produire a I'echelle industrielle des 
10 plasmides utilisables pour la vaccination. Pour les besoins de ia fabrication des 
vaccins (voir exemple 1 7), les plasmides purifies sont resuspendus de maniere 
a obtenir des solutions a haute concentration ( > 2 mg/ml) compatibles avec 
le stockage. Pour ce faire, les plasmides sont resuspendus soit en eau ultrapure, 
soit en tampon TE (Tris-HCI 10 mM; EDTA 1 mM, pH 8,0). 

15 

Exemple 21 : Fabrication des vaccins associes 

Les divers plasmides necessaires a la fabrication d'un vaccin associe sont 
melanges a partir de leurs solutions concentrees (exemple 16). Les melanges 
sont realises de telle maniere que la concentration finale de chaque plasmide 
20 corresponde a la dose efficace de chaque plasmide. Les solutions utilisables 
pour ajuster la concentration finale du vaccin peuvent etre soit une solution 
NACI a 0,9 % , soit du tampon PBS. 

Des formulations particulieres telles que les liposomes, les lipides cationiques, 
peuvent aussi etre mises en oeuvre pour la fabrication des vaccins. 

25 

Exemple 22 : Vaccination des chats 

Les chats sont vaccines avec des doses de 10 //g, .50 fjq ou 250 jjg par 
plasmide. 

Les injections sont realisees a ('aiguille par voie intramusculaire. Dans ce cas, 
30 les doses vaccinales sont administrees sous un volume de 1 ml. 

Les injections peuvent aussi etre realisees a I'aiguille par voie intradermique. 
Dans ce cas, les doses vaccinales sont administrees sous un volume total de 
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1 ml administre en 10 points de 0,1 ml ou en 20 points de 0,05 ml. Les 
administrations intradermiques sont realisees apres avoir rase la peau (flanc 
thoracique en general) ou bien au niveau d'une region anatomique relativement 
glabre, par exemple la face interne de la cuisse. 

On peut aussi utiliser un appareil d'injection a jet liquide (sans aiguille) pour les 
injections intradermiques. 
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REVENDICATIONS 



1. Formule de vaccin destine au chat comprenant au moins 
trois valences de vaccin polynucleotidique comprenant chacune 

5 un plasmide integrant, de maniere a 1 ' exprimer in vivo dans les 
cellules hdtes, un g£ne d'une valence de pattiog&ne felin, ces 
valences etant choisies parmi le groupe consistant en virus de 
la leucemie feline, virus de la panleucopenie, virus de la 
peritonite infectieuse, virus du coryza, virus de la 

10 calicivirose, virus de 1 ' immunodef icience feline et 
4ventuellement virus de la rage, les plasmides comprenant, pour 
chaque valence, un ou plusieurs des genes choisis parmi le 
groupe consistant en env et gag pour la leucemie feline, VP2 
pour la panleucopenie, S modifie et M pour la peritonite 

15 infectieuse, gB et gD pour le coryza, capside pour la 
calicivirose, env et gag/pro pour 1 ' immunodef icience feline et 
G pour la rage. 

2. Formule de vaccin selon la revendication 1, 
caracterisee en ce qu'il comporte les valences panleucopenie, 

20 coryza et calicivirose. 

3. Formule de vaccin selon la revendication 1 ou 2 , 
caracterisee en ce qu'elle comprend les genes gB et gD du virus 
coryza, dans le meme plasmide ou dans des plasmides differents, 
ou un seul de ces genes. 

25 4. Formule selon la revendication 1, caracterisee en ce 

qu'elle comprend les genes env et gag du virus de la leucemie 
feline, dans le meme plasmide ou dans des plasmides differents, 
ou le gene env seul. 

5. Formule de vaccin selon la revendication 1, 
30 caracterisee en ce qu'elle comprend les deux genes env et 

gag/pro dans des plasmides differents ou dans le meme plasmide, 
ou un seul de ces genes . 

6. Formule de vaccin selon la revendication 1 ou 2 , 
caracterisee en ce qu'elle comprend le gene M ou le gene S 

35 modifie dans un plasmide ou 1' ensemble des genes codant pour M 
et S modifie dans le meme plasmide ou dans des plasmides 
differents . 

7. Formule de vaccin selon 1 ' une quelconque des 
revendications 1 a 6, caracterisee en ce qu'elle comprend de 10 
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ng a 1 mg, de preference de 100 ng k 500 Jig, plus 
preferentiellement encore de 1 \ig k 250 ^ig de chaque plasmide. 

8. Utilisation d'un ou de plusieurs plasmides tels que 
decrits dans l'une quelconque des revendications 1 a 7, pour la 

5 fabrication d'un vaccin destine a vacciner les chats primo- 
vaccines au moyen d'un premier vaccin choisi dans le groupe 
consistant en vaccin entier vivant, vaccin entier inactive, 
vaccin de sous -unite, vaccin recombinant, ce premier vaccin 
presentant le ou les antigenes codes par le ou les plasmides ou 
10 antigenes assurant une protection croisee, 

9. Kit de vaccination pour chat regroupant une formule de 
vaccin selon l'une quelconque des revendications 1 a 8 et un 
vaccin pour chat choisi dans le groupe consistant en vaccin 
entier vivant, vaccin entier inactive, vaccin de sous -unite, 

15 vaccin recombinant, ce premier vaccin presentant l'antigene 
code par le vaccin polynucleotidique ou un antigene assurant 
une protection croisee, pour une administration de ce dernier 
en primo-vaccination et pour un rappel avec la formule de 
vaccin . 

20 



25 



30 



35 
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\ AlX^jAAGGTCCAACGCACCCAAAACCCTCTAAAGATAAGACTT'rCTCGl'GOfJACC'rAATGATT 
i> Me tGluGlyProThrHi sProLysProSer LysAspLysThr PheSerTrpAspLeuMet lie 

64 CTGGTGGGGGTCTTACTAAGACTGGACGTGGGAATGGCCAATCCTAGTCC<3CACCAAATATAT 
22 ► LeuValGlyValLeuLeuArgLeuAspValGlyMetAlaAsnProSerProHisGlnlleTyr 

127 AATGTAACTTGGACAATAACCAACCTTGTAACTGGAACAAAGGCTAATGCCACCTCCATGTTG 
43^AsnValThrTrpThrIleThrABnLeuValThrGlyThrLysAlaAsnAlaThrSerMetLeu 

190 GGAACCCTGACAGACGCCTTCCCTACCATGTATTTTGACTTATGTGATATAATAGGAAATACA 
64 ► GlyThrLeuThrAspAlaPheProThrMetTyrPheAepLeuCyflAspIlelleGlyAsnThr 

253 TGGAACCCTTCAGATCAAGAACCATTCCCAGGGTATGGATGTGATCAGCCTATGAGGAGGTGG 
85 ► TrpAsnProSerAspGlnGluProPheProGlyTyrGlyCysAspGlnProMe tArgArgTrp 

316 CGACAGAGAAACACACCCTTTTATGTCTGTCCAGGACATGCCAACCGGAAGCAATGTGGGGGG 
106 ► ArgGlnArgAsnThrProPheTyrValCys ProGlyHi sAlaAsnArgLysGlnCysGlyGly 

379 CCACAGGATGGGTTCTGCGCTGTATGGGGTTGCGAGACCACCGGGGAAACCTATTGGAGACCC 
127 ► ProGlnAspGlyPheCysAlaValTrpGlyCysGluThrThrGlyGluThrTyrTrpArgPro 

442 ACCTCCTCATGGGACTACATCACAGTAAAAAAAGGGGTTACTCAGGGAATATATCAATGTAGT 
148 ► ThrSerSerTrpAspTyrlleThrValLysLysGlyValThrGlnGlylleTyrGlnCysSer 

505 GGAGGTGGTTGGTGTGGGCCCTGTTACGATAAAGCTGTTCACTCCTCGACAACGGGAGCTAGT 
169 ► GlyGlyGlyTrpCysGlyProCysTyrAapLysAlaValHiBSerSerThrThrGlyAlaSer 

568 GAAGGGGGCCGGTGCAACCCCTTGATCTTGCAATTTACCCAAAAGGGAAGACAAACATCTTGG 
190 ► GluGlyGlyArgCysAsnProLeuIleLeuGlnPheThrGlnLyBGlyArgGlnThrSerTrp 

631 GATGGACCTAAGTCATGGGGGCTACGACTATACCGTTCAGGATATGACCCTATAGCCCTGTTC 
211^AspGlyProLyBSerTrpGlyIieuArgLeuTyrArgSerGlyTyrA8pProIleAlaLeuPhe 

694 TCGGTATCCCGGCAAGTAATGACCATTACGCCGCCTCAGGCCATGGGACCAAATCTAGTCCTG 
232 ► SerValSerArgGlnValMetThrlleThrProProGlnAlaMetGlyProAsnLeuValLeu 

757 CCTGATCAAAAACCCCCATCCAGGCAATCTCAAATAGAGTCCCGAGTAACACCTCACCATTCC 
253 ► ProAspGlnLysProProSerArgGlnSerGlnlleGluSerArgValThrProHisHisSer 

820 CAAGGCAACGGAGGCACCCCAGGTGTAACTCTTGTTAATGCCTCCATTGCCCCTCTACGTACC 
274 ► GlnGlyAsnGlyGlyThrProGlyValThrLeuValAs nAlaSerll eAlaProLeuArgThr 

883 CCTGTCACCCCCGCAAGTCCCAAACGTATAGGGACCGGAAATAGGTTAATAAATTTAGTGCAA 
295 ► ProValThr ProAlaSer ProLysArgI leGlyThrGlyAsnArgLeuIleAsnLeuValGln 

946 GGGACATACCTAGCCTTAAATGCCACCGACCCCAACAAAACTAAAGACTGTTGGCTCTGCCTG 
316 ► GlyThrTyrLeuAlaLeuAsnAlaThrAsp P r oA snLy sThr Ly s A s pCy s Trp t»e u Cy s Leu 

1009 GTTTCTCGACCACCTTATTACGAAGGGATTGCAATCTTAGGTAACTACAGCAACCAAACAAAC 
337 ► ValSerArgProProTyrTyrGluGlylleAlal leLeuGlyAsnTyr S er AsnGlnThr Asn 

1072 CCCTCCCCATCCTGCCTATCTACTCCGCAACATAAGCTAACTATATCTGAGGTGTCAGGGCAA 
358 ► Pros er ProSerCysLeuSerThr ProGlnHi sLysLe uThr I leSerGluValSerGlyGln 

1L35 GGACTGTGCATAGGGACTGTTCCTAAGACCCACCAGGCTTTGTGCAATAAGACACAACAGGGA 
379 ► GlyLeuCyBlleGlyThrValProLy6ThrHisGlnAlar,euCysAsnI 1 ysThrGlnGlnGly 

1198 CATACAGGGGCTCACTATCTAGCCGCCCCCAATGGCACCTATTGGGCCTGTAACACTGGACTC 
400> Hi sThrGlyAlaHi sTyr LeuAlaAla ProAsnGlyThrTyrTrpAl aCys AsnThrGlyLeu 



m 
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1261 ACCCCATGCATTTCCATGGCAGTGCTCAATTGGACCTCTGATTTTTGTGTCTTAATCGAATTA 

1324 TGGCCCAGAGTGACCTACCATCAACCCGAATACATTTACACACATTTCGACAAAGCTGTCAGG 
442>TrpProArgValTHrTyrHi 8 GliiProGluTyrIleTyrThrHi8PheAspI.yBAlaValArg 

1954 CAACAGATACAGCAATATGATCCGGACCGACCATGA 
652^ GlnGlnl leGlnOlnTyrAspProAspArgPto • • • 
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1 ATGTCTGGAGCCTCTAGTGGGACAGCCATTGGGGCTCATCTGrrrGGGGTCTCACCTGAATAC 
i> MetSerGlyAlaSerSerGlyThrAlalleGlyAlaHisLeuPheGlyValSerProGluTyr 

64 AGGGTGTTGATCGGAGACGAGGGAGCCGGACCCTCAAGGTCTCTTTCTGAGGTTTCATTTTCG 
22^ArgValLeuIleGlyAspGluGlyAlaGlyProSerArgSerLeuSerGluValSerPheSer 

127 GTTTGGTACCAAAGACGCGCGGCACGTCTTGTCATTTTTTGTCTGGTTGCGTCTTTTCTTGTC 
43^ValTrpTyrGlnArgArgAlaAlaArgLeuValIlePheCysLeuVaUlaSerPheLeuVal 

190 CCTTGTCTAACCTTTTTAATTGCAGAAACCGTCATGGGCCAAACTATAACTACCCCCTTAAGC 
64 ► ProCysLeuThrPheLeuIleAlaGluThrValMetGlyGlnThrlleThrThrProLeuSer 

253 CTCACCCTTGATCACTGGTCTGAAGTCCGGGCACGAGCCCATAATCAAGGTGTCGAGGTCCGG 
35 ► LeuThrLeuAspHisTrpSerGluVaUrgAUArgAlaHisAsnGlnGlyValGluVaUrg 

3 16 AAAAAGAAATGGATTACCTTATGTGAGGCCGAATGGGTGATGATGAATGTGGGCTGGCCCCGA 

106 ► LysLysLysTrpIleThrlieuCysGluAlaGluTrpValMetMetAsnValGlyTrpProArg 

379 GAAGGAACTTTTTCTCTTGATAGCATTTCCCAGGTTGAAAAGAAGATCTTCGCCCCGGGACCA 
127^GluGlyThrPheSerLeuAspSerHeSerGlnValGluLysI,ysIlePheAlaProGlyPxo 

442 TATGGACACCCCGACCAAGTTCCTTACATTACTACATGGAGATCCTTAGCCACAGACCCCCCT 
148^TyrGlyHiBProAapGlnValProTyrIleThrThrTrpArgSerLeuAlaThrA8pProPro 

505 TCGTGGGTTCGTCCGTTCCTACCCCCTCCCAAACCTCCCACACCCCTCCCTCPACCTCTTTCG 
169 ► SerTrpValArgProPheLeuProProProLysProProThrProLeuProGlnProLeuSer 

568 CCGCAGCCCTCCGCCCCTCTTACCTCTTCCCTCTACCCCGTTCTCCCCAAGCCAGACCCCCCC 
190* ProGlnProSerAlaProLeuThrSerSerLeuTyrProValLeuProLysProABpProPro 

631 AAACCGCCTGTGTTACCGCCTGATCCTTCTTCCCCTTTAATTGATCTCTTAACAGAAGAGCCA 
211> LyBProProValljeuProProAspProSerSerProLeuIleAapLeuLeuThrCluCluPro 

694 CCTCCCTATCCGGGGGGTCACGGGCCACCGCCATCAGGTCCTAGGACCCCAACCGCTTCCCCG 
232 ► ProProTyrProGlyGlyHisGlyProProProSerGlyProArgThrProTlirAlaSerPro 

757 ATTGCAAGCCGGCTAAGGGAACGACGAGAAAACCCTGCTGAAGAATCGCAAGCCCTCCCCTTG 
253 ► IleAlaSerArgLeuArgGluArgArgGluAsnProAlaGluGluSerGlnAlaLeuProIieu 

820 AGGGAAGGCCCCAACAACCGACCCCAGTATTGGCCATTCTCAGCTTCAGACTTGTATAACTGG 
274^ArgGluGlyProAsnAsnArgProGlnTyrTrpProPheSerAlaSerAspLeuTyrAsnTrp 

883 AAGTCGCATAACCCCCCTTTCTCCCAAGATCCAGTGGCCCTAACTAACCTAATTGAGTCCATT 
295> LysSerHisAsnProProPheSerGlnAspProValAlaLeuThrAsnLeuIleGluSerlle 

946 TTAGTGACGCATCAACCAACCTGGGACGACTGCCAGCAGCTCTTGCAGGCACTCCTGACAGGC 
316* LeuValThrHisGlnProThrTrpAspAspCysGlnGlnLeuLeuGlnAlalieuLeuThrGly 

1009 GAAGAAAGGCAAAGGGTCCTTCTTGAGGCCCGAAAGCAGGTTCCAGGCGAGGACGGACGGCCA 
337^GluGluArgGlnArgValLeuLeuGluAlaArgLysGlnValProGlyGluAspGlyArgPro 

107 2 ACCCAACTACCCAATGTCATTGACGAGACTTTCCCCTTGACCCGTCCCAACTGGGATTTTGCT 
358 ► ThrGlnLeuProAsnVallleAspGluThrPheProLeuThrArgProAsnTrpAspPheAla 

1135 ACGCCGGCAGGTAGGGAGCACCTACGCCTTTATCGCCAGTTGCTATTAGCGGGTCTCCGCGGG 
379 ► ThrProAlaGlyArgGluHisLeuArgLeuTyrArgClnLeuLeuLeuAlaGlyLeuArgGly 
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1193 GCTGCAAGACGCCCCACTAATTTGGCACAGGTAAAGCAGfSTTGTACAAGGGAAAGAGGAAACG 
4 00* AlaAlaArgArgProThrAsnLeuAl aGlnVa lLysGlnValValGl nGlyLysGluGl u Thr 

1261 CCAGCAGCATTTTTAGAAAGATTAAAAGAGGCTTATAGAATGTACACTCCCTATGACCCTGAG 
42 1> ProAUAlaPheLeuGluArgLeuLysGluAlaTyrArgMetTyrThrProTyrAspProGlu 

1324 GACCCAGGGCAAGCGGCTAGTGTTATCCTATCCTTTATATACCAGTCTAGCCCAGATATAAGA 
442 ► AspProGlyGlnAlaAlaSerVallleLeuSerPhelleTyrGlnSerSerProAspIleArg 

1387 AATAAGTTACAAAGGCTAGAAGGCCTACAAGGGTTCACCCTATCTGATCTGCTAAAAGAGGCA 
463^AsnLysLeuGlnArgLeuGluGlyLeuGlnGlyPheThrLeuSerAspLeuLeuLysGluAla 

1450 GAAAAGATATACAACAAAAGGGAGACCCCAGAGGAAAGGGAAGAAAGATTATGGCAGCGACAG 
484 ► GluLysIleTyrA8nLysArgGluThrProGluGluArgGluGluArgX,euTrpGlnArgGln 

1513 GAAGAAAGAGATAAAAAGCGCCACAAGGAGATGACTAAAGTTCTGGCCACAGTAGTTGCTCAG 
SOS^GluGluArgAspLysLysArgHisLysGluMetThrLysValLeuAlaThrValValAlaGln 

1576 AATAGAGATAAGGA^AGAGAAGAAAGTAAACTGGGGGATCAAAGGAAAATACCTCTGGGGAAA 
526* AsnArgAspLysAspArgGluGluSerliyBLeuGlyAspGlnArgLysIleProLeuGlyLys 

1639 GACCAGTGTGCCTATTGCAAGGAAAAGGGGCATTGGGTTCGCGATTGCCCCAAACGACCCAGG 
547^AspGlnCyBAlaTyrCyBLysGlur,y8GlyHiflTrpValArgA8pCy6ProLysArgProArg 

1702 AAGAAACCCGCCAACTCCACTCTCCTCAACTTAGGAGATTAGGAGAGTCAGGGCCAGGACCCC 
568* LysLysProAlaAsnSerThrLeuLeuABaLeuGlyAflp* • • 

1* GluIleArgArgValArgAlaArgThrPr 

1765 CCCCCCTGAGCCCAGGATAACCTTAAAAATAGGGGGGCAACCGGTGACTTTTCTGGTGGACAC 

10 ► oProProGluProArglleThrLeuLysIleGlyGlyGlnProValThrPheLeuValABpTh 
1828 GGGAGCCCAGCACTCAGTACTGACTCGACCAGATGGACCTCTCAGTGACCGCACAGCCCTGGT 

3J> rGlyAlaGlnHiBSerValLeuThrArgProAspGlyProLeuSerAspArgThrAlaLeuVa 
1891 GC AAGGAGCCACGGGAAGCAAAAACTACCGGTGGACCACCGACAGGAGGGTACAACTGGCAAC 

52 ► lGlnGlyAlaThrGlySerliyaABiiTyrArgTrpThrThrAspArgArgValGlnLeuAlaTh 
1954 CGGTAAGGTGAC TCATTCTTTTTTATATGTACCTGAATGTCCCTACCCGTTATTAGGGAGAGA 

73 ► rGlyLysValThrHisSerPheLeuTyrVal Pr oGluCys ProTyr ProLeuLeuGlyArgAs 
2017 CGTATTAACTAAACTTAAGGCCCAAATCCATTTTACCGGAGAAGGGGCTAATGTTGTTGGGCC 

94 ► pLeuLeuThrLysLeuLysAlaGlnlleHisPheThrGlyGluGlyAlaAsnValValGlyPr 
2080 CAGGGGTTTACCCCTACAAGTCCTTAGTTTACAATTAGAAGAGGAGTATCGGCTATTTGAGCC 
11S> 0ArgGlyLeuProLeuGlnValLeuThrLeuGlnLeuGluGluGluTyrArgLeuPheGluPr 
2143 AGAAAGTACACAAAAACAGGAGATGGACACTTGGCTTAAAAACTTTCCCCAGGCGTGGGCAGA 
136> oGluSerThrGlnLysGlnGluMetAspThrTrpLeuLysAsnPheProGlnAlaTrpAlaGl 



^* 5 (*^) 



■A 




2751223 

3 \AS 



2206 AAC AGGAGGTATGGGAATGGCTCATTGTCAAQCCCCCGTTCTCAT PCAACTTAAGGCTACTGC 
157>uThr01yGlyMe t GlyM 9 tAlaHi 8 Cy 6 0lnAlaPto V alLeuneGULettLy S AUThrAl 

2269 CACTCCAATCTCCATCCGACAGTATCCTATGCCCCATGAAGCGTACCAGGGAATTAAGCCTCA 
178^ThrProIleSerIleArgGlnTytPtoBetProHi S GluAlaTyrGlnGlyIleI,y 6 ProHi 

2332 TATAAGAAGAATGCTAGATCAAGGCATCCTCAAGCCCTGCCAGTCCCCATGGAATACACCCTT 
W^neXrgArgMetLeuAflpGlnGlylleLeuLyBProCyBGlnSerP.oTrpAsnThrProLe 

2395 ATTACCTGTTAAGAAGCCAGGGACCGAGGATTACAGACCAGTGCAGGACTTAAGAGAAGTAAA 
22 0.uLeuProVaHysLy 8 ProG 1 yThrGluAs P Tyr A r g ProValGl n A S pLeuA rg GluValA S 
2458 CAAAAGAGTAGAAGACATCCATCCTACTGTGCCAAATCCATATAACCTCCTTAGCACCCTCCC 
24UnLy 8 Ar g ValGluAspIleHi S ProThrVa 1 ProA S nProTyrAsnLeuI,e«SerThrI.e«Pr 
2521 GCCGTCTCACCCTTGGTACACTGTCCTAGATTTAAAGGACGCTTTTTTCTGCCTGCGACTACA 
262>oProSarHisProTrpTyrThrValLe«A«pLe»Ly 8 As P AlaPhePh.Cys I .euArgleuHi 
2584 CTCTGAGAGTCAGTTACTTTTTGCATTTGAATGGAGAGATCCAGAAATAGGACTGTCAGGGCA 
2 83N Se rGlus el GlnLeul,euPheA 1 aPheGl«TtpAtgA S pProGluIl e GlyL«u S erGlyGl 
2647 ACTAACCTGGACACGCCTTCCTCAGGGGTTCAAGAATAGCCCCACCCTATTTGATGAGGCCCT 
304^LeuThrTrpThrArgLeuProGX n GlyPheLysABnSerProIhrLeuPheA S pGXuAla I ,e 
2710 GCACTCAGACCTGGCCGATTTCAGGGTAAGGTACCCGGCTCTAGTCCTCCTACAATATGTAGA 
325^Hi sS erA 8 pLeuAlaABpPheArgVaUrgTyrProAlaLeuValL e uI,euGln T yrValA B 
2773 TGACCTCTTGCTGGCTGCGGCAACCAGGACTGAATGCCTGGAAGGGACTAAGGCACTCCTTGA 
346>pA 6 pLeuLeuLeuAlaAlaAlaThrArgThrGl»Cy 1 =LeuGluGlyThrWsAlaL e uLeuGl 
2336 GACTTTGGGCAATAAGGGGTACCGAGCCTCTGGAAAGAAGGCCCAAATTTGCCTGCAAGAAGT 
367KT h rLouGlyA S nLy B Gly T yrArgAlaSerGlyLysLy 6 AlaGl n lleCysLeuGlnGluVa 
2399 CACATACCTGGGGTACTCTTTAAAAGATGGCCAAAGGTGGCTTACCAAAGCTCGGAAAGAAGC 
388>lThrTyrLeuGlyTyrSerI,euLysAspGlyGlnAr 3 Tr P LeuThrLysAlaArgl 1 y B GluAl 
2962 CATCCTATCCATCCCTGTGCCTAAAAACCCACGACAAGTGAGAGAGTTCCTTGGAACTGCAG 
409>aIl.I..«S.rIl.PtoValPtoLy.A.nProAr fl OlnV.lAtg01«Ph«LauGlylhrAla 
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